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Le titre de I'invention a ete modifie (Directives relatives a I'examen pratique a I'OEB, A-lll, 7.3) 

@ Separation chromatographique des protelnes du plasma. 

(g) L'invention concerne un procede de separation de pro- 
teines a partlr d'une fraction de plasma humain ou animal. 

Selon ce procede on soumet une fraction solubilisee de 
plasma cryoprecipite a une etape unique de chromatographie 
sur une resine echangeuse d'anions de caractere ionique 
modere et permettant la mise en jeu d'interactlons hydro- 
phobes qui n'adsorbe pas certalnes proteines et en fixe 
d'autres, que Ton elue ensuite par augmentation de la force 
ionique du tampon par addition de NaCI. 

La mise en oeuvre du procede de I'invention permet 
notamment d'obtenir un concentre de Facteur VIII de haute 
purete utilisable pour le traitement de I'hemophilie A, Le 
procede permet egalement d'obtenir des concentres de 
fibrinogens de facteur von Willebrand et de fibronectine. 
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Description 

Procede de separation par voie chromatographique de proteines du plasma, concentres de proteines obtenus, 
notamment de Facteur VIII, de fibrinogene, de facteur von Willebrand et de fibronectine. 



L'invention concerne la separation de proteines 
d'une fraction de plasma humain ou animal par 5 
chromatographie d'echange d'anions selon une 
technique permettant d'obtenir en une seule etape 
un taux de purification tres important, notamment du 
Facteur VIII, du fibrinogene et du facteur von 
Willebrand. 70 

La mise a disposition de proteines du sang 
necessite, pour leur utilisation a des fins therapeuti- 
ques, des techniques de purification permettant 
d'obtenir des produits de haute purete et totalement 
depourvus de contaminants, notamment d'autres 15 
proteines ou de substances d'origine etrangere 
telles que des anticorps. 

Ainsi, il est essentiel, dans le traitement de 
Themophilie A, de disposer de concentres de 
Facteur VIII de tres haute purete en effet, les 20 
malades subissent des injections nombreuses et 
repetees de concentres de Facteur Vlii et, simulta- 
nement, de quantites importantes de fibrinogene et 
d'immunoglobulines qui peuvent induire des re- 
ponses immunitaires indesirabies. Ainsi des injec- 25 
tions repetees de Facteur VIII insuffisamment purifie 
ne peuvent etre realisees qu'avec des concentres 
de plasmas isogroupes pour evlter les accidents 
typiques des transfusions dus aux differences de 
groupes sanguins et provoques par la presence 30 
d'immunoglobulines. 

Les concentres de Facteur VIII sont le plus 
souvent prepares a partlr d'une fraction de plasma 
humain cryoprecipite. La purete des concentres de 
Facteur VIII generalement obtenus dans les centres 35 
industriels de traitement du plasma humain est 
souvent de I'ordre de 1 Ul/mg et n'excede generale- 
ment pas les limites de 10 a 20 Ul/mg. Les 
techniques de production classique font appel a des 
etapes de precipitation qui visent a eliminer, souvent 40 
tres imparfaitement, les contaminants proteiques 
tels que le fibrinogene, la fibronectine, et les 
immunoglobulines. Ces techniques peuvent utiliser 
ou combiner une precipitation a faible temperature 
(10°C), ou T adjonction d'agents de precipitation 45 
des proteines ; ainsi des polyrneres hydrophiles tels 
que le PEG (Newman et al., Br. J. Haematol 21 :1-20, 
1971 ; Hao et al., in Methods of Plasma Protein 
Fractionation.Academic Press 1980, pp.57-74), la 
polyvinylpyrrolidone (Casillas et Simonetti, Br. J. 50 
Haemato, 50:665-672, 1982), le dextran, le Ficoll, le 
Percoll, I'amidon hydroxyethyle et I'albumine ont ete 
proposes comme agents de precipitation du Facteur 
VIII (Farrugia et coll., Thromb Haemostas, 
51 :338-342,1984). II en est de meme de Pusage de 55 
glycocolle et de chlorure de sodium preconise par 
Thorell et Blomback. De la meme facon, certains 
auteurs (Ng et al, Thrombosis Res.,42:825-834, 
1986) ont reussi a combiner trois agents de 
precipitation qui sont le PEG, le glycocolle, et le 60 
chlorure de sodium pour obtenir des concentres de 
Facteur VIII a activite specifique comprise entre 10 et 
16 Ul/mg. 



On a fait appel aussi a des techniques de 
chromatographie d'exciusion sterique, ou tamisage 
moleculaire, qui visent a la recuperation d'une 
fraction de haut poids moleculaire contenant le 
complexe Facteur VIII:C-facteur von Willebrand 
partiellement depourvu de fibrinogene. Cette techni- 
que fournit a faible rendement un produit dont 
l'activite specifique ne depasse pas 30 Ul/mg et qui 
requiert I'adjonction d'albumine comme stabilisant 
(conduisant a un abaissement de I'activite specifi- 
que a environ 3 a 5 Ul/mg), Cette technique pose 
quelques problemes d'adaptation a grande echelle 
car il est difficile de maintenir constant dans ie temps 
le pouvoir de resolution des colonnes industrielles 
de tamisage moleculaire. 

Des concentres de Facteur VIII ont ete produits 
egalement en integrant au protocols de production 
un contact avec des billes de silice poreuse 
destinees a emprisonner ies contaminants protei- 
ques de faible poids moleculaire (Margolis et al., Vox 
Sang. 46:341-348,1984). L'activite specifique du 
produit reste relativement faible : 1 Ul/mg. 

Des techniques nouvelies sont recemment appa- 
rues dans la preparation de concentres de Facteur 
VIII de tres haute purete. Ainsi les firmes Hyland et 
Travenol ont elies propose des concentres obtenus 
par des methodes de chromatographie d'irnmunoaf- 
finite (Zimmerman et Fulcher, Thrombosis Res., 
Suppl. VII, p. 58, 1987 ; Berntorp et Nilsson, 
Thrombosis Res., Suppl. VII, p.60, 1987 ; Levine et 
al., Thombosis Res, Suppl. VII, 1987). Ces techni- 
ques consistent a purifier le Facteur VIII a I'aide 
d'anticorps anti-Facteur VllhC ou anti-facteur von 
Willebrand immobilises sur un support chromatogra- 
phique. Ces techniques sont performantes mais 
exigent I'emploi de solutions drastiques pour desor- 
ber le Facteur VIII soit de son anticorps soit du 
facteur von Willebrand. Une etape supplemental 
d'ultrafiltration visant a eliminer les agents chimi- 
ques indesirabies est done necessaire mais elle peut 
nuire a I'activite blologique du Facteur VIII. L'activite 
specifique du Facteur VIII peut atteindre 1000 a 3000 
Ul/mg en cours de production, mais safragilite exige 
Tadjonction d'un stabilisant, tel que Talbumine, avant 
Tetape de iyophiiisation, ce qui reduit l'activite 
specifique du Facteur VIII a 3 a 5 Ul/mg. L'inconve- 
nient majeur de la purification par immunoaffinite est 
neanmoins la presence d'anticorps residuels ; 
ceux-ci etant d'origine murine, ils peuvent entrainer 
chez les malades I'apparition de reactions immuno- 
logiques vis-a-vis de ces proteines etrangeres a 
Torganisme humain. 

On a egalement utilise des techniques de chroma- 
tographie d'echange d'ions, mais compte tenu de la 
complexite des processus operatoires et des faibles 
rendements obtenus, ces techniques sont restees 
au stade du laboratoire, 

Ainsi Particle de J.J.Morgenthaler (Thromb. Hae- 
mostas., Stuttgart, 47(2) 124-127 (1982) etudie la 
purification de Facteur VIII :C a partir de precipite au 
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polyethyleneglycol par passage sur une resine de 
Sepharose modifiee. Aucune indication n'est don- 
nee sur le rendement et la reproductibilite des 
differentes techniques testees. 

!l est done tout a fait essentiel de disposer de 5 
nouvelles methodes d'obtention de concentres de 
proteines, et notamment de Facteur VIII, applicables 
a I'echelle industrielie et donnant des produits de 
tres haute purete, totalement depourvus de pro- 
teines d'origine etrangere teiies que des anticorps w 
d'origine animale. 

La Demanderesse a ainsi mis au point un procede 
de purification par chromatographie d'echange 
d'anions, qui, grace a un choix judicieux de la resine 
utilisee, permet de separer sur une seule coionne 15 
chromatographique les proteines recherchees dans 
des conditions suffisamment menagees pour rendre 
inutiles les traitements ulterieurs, teis que i'ultrafil- 
tration, qui augmentent ia complexity du procede et 
diminuent i'activite de la proteine purifiee. 20 

L'invention concerne done un procede de separa- 
tion de proteines du plasma, et plus particulierement 
de Facteur VIII, de fibrinogene, de fibronectine et de 
facteur von Willebrand, caracterise en ce qu'on 
soumet une fraction solubilisee d'un cryoprecipite 25 
de plasma humain a un traitement par voie chroma- 
tographiquesur une resine echangeuse d'anions de 
caractere ionique relativement modere et permet- 
tant egalement ia mise en jeu d'interactions hydro- 
phobes, qui n'adsorbe pas certaines proteines et qui 30 
en fixe d'autres que Ton elue ensulte specifiquement 
par augmentation de ia force ionique du tampon. 

Le procede est egalement applicable a un piasma 
d'origine animale, par exemple porcine, pour les cas 
particuliers de malades hemophiles a serum inhibi- 35 
teur qui ne peuvent pas etre traites avec du Facteur 
VIII d'origine humaine. 

On peut ainsi utiliser comme fraction de depart 
une fraction de plasma cryoprecipite ayant eventuel- 
lement subi un traitement de pre-puriflcation. Ce 40 
traitement prealable peut consister par exemple en 
une precipitation au gel d'alumine et/ou une precipi- 
tation a basse temperature selon les techniques 
classiques de traitement de telles fractions. 

Parmi ies differentes resines testees pour ia 45 
separation chromatographique, on a observe que 
les resultats les plus satisfaisants etaient obtenus en 
utilisant des groupements DEAE greffes sur un gei 
de polymere vinylique, tel que le Fractoge! TSK. Une 
resine de ce type est disponible dans le commerce 50 
sous ^appellation Fractogel TSK-DEAE 650 (M) 
(Merck). Ce support chromatographique a fourni 
des resultats nettement superieurs aux autres gels 
testes, comme la DEAE-Sepharose CL-6B, DEAE- 
Sepharose CL-6B Fast-Flow (Pharmacia), DEAE-Se- 55 
pharose 4B ou la DEAE-Trisacryl LS (IBF). 

L'utilisation d'un gei semblable au Fractogel-TSK- 
DEAE(M) a ete decrite par Y. Kato et al. (J. 
Chromato. 245,1982,193-211) et recommandee pour 
des separations chromatographtques a moyenne 60 
performance et a I'echelle industrielie de proteines 
de tres grande taille. La capacite de retention-elution 
de ce gel repose sur un faible pouvoir d'echange 
ionique et sur la dimension importante des pores, 
Ainsi la Demanderesse a montre que ce type de 65 



gel permettait d'adsorber preferentiellement les 
complexes de tres grande taille qui se forment entre 
le Facteur VIII et le facteur von Willebrand. De plus, la 
Demanderesse a, par le choix des tampons d'equili- 
brage et d'elution, tire parti de liaisons faiblement 
hydrophobes qui s'etablissent gnice a la retention 
proiongee des complexes de grande taille sur le 
support polyvinylique. Cet avantage du gel n'avait 
pas ete mis en evidence precedemment. 

En utilisant une telle resine pour traiter une 
fraction de plasma contenant du Facteur Vlli, par 
exempie une solution pre-purifiee du cryoprecipite, 
on obtient, dans des conditions de tampon appro- 
priees, un concentre de Facteur VIII de tres haute 
purete, et de qualite assimilable a celle d'un 
concentre de plasma isogroupe, a. une concentra- 
tion de I'ordre de 50 Ul/ml (activite specifique 
superieure a 100 Ul/mg) sans avoir a recourir a une 
etape d' ultrafiltration, et de grande stabilit^c'est- 
a-dire qui ne necessite pas I'adjonction d'un stabili- 
sant de nature proteique. On obtient aussi, par ia 
meme chromatographie, des fractions enrichies en 
fibrinogene, en fibronectine et en facteur von 
Willebrand, repondant aux parametres physico-chi- 
miques satisfaisant a un usage therapeutique ou a 
titre de reactif. De plus le fibrinogene peut etre 
concentre davantage pour etre utilise comme colle 
biologique, selon la demande de brevet europeenne 
88.401961.3. 

La mise en oeuvre du procede selon i'invention 
s'effectue comme suit. La fraction de plasma 
prepurifiee et contenant ies proteines majeures du 
cryoprecipite, e'est-a-dire le fibrinogene, le Facteur 
Vlii, la fibronectine et le facteur von Willebrand, 
passe sur une resine echangeuse d'anions telle que 
specifiee ci-dessus ; le Facteur Vili, le facteur von 
Willebrand (la totalite ou une grande partie, selon la 
quantite de materiel de depart) et la fibronectine 
s'adsorbent sur la resine tandis que le fibrinogene 
se retrouve dans le filtrat des proteines non 
adsorbees. 

Par une premiere augmentation de la force 
ionique du tampon on elue la fibronectine et une 
grande partie du facteur von Willebrand. 

Par une augmentation supplementaire de la force 
ionique du tampon le Facteur VIII s'elue en presence 
de faibles quantites de facteur von Willebrand et 
peut etre directement lyophilise sans qu'il soit 
necessaire de lui ajouter un stabiiisant ou de le 
soumettre a une etape d'ultrafiltration. 

Le tampon utilise contient avantageusement de la 
lysine a une dose de I'ordre de 2 a 4 g/l ainsi que du 
glycocolle a une dose de I'ordre de 8 a 11 g/i. 
L'utilisation d'autres acides amines ou m§me de Tun 
seulement de ces deux acides amines donne des 
resultats nettement moins satisfaisants. 

L'augmentation de la force ionique du tampon se 
fait par adjonction de chlorure de sodium. En effet, 
l'utilisation unique de cette resine de caractere 
ionique modere et de nature legerement hydro- 
phobe permet d'utiliser ce sel pour desorber le 
facteur von Willebrand avant I'elution du Facteur VII! 
ce qui evite le recours au chlorure de calcium, qu'il 
serait ensuite necessaire d'eliminer par ultrafiltra- 
tion.pour dissocier Facteur VIII :C et facteur von 
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Willebrand. 

On peut bien entendu prevoir un traitement 
deactivation virale selon une technique connue, a 
un stade quelconque du precede. Dans le cas ou on 
utilise un agent chimique deactivation virale, il sera 5 
judicieux d'effectuer cette inactivation juste avant le 
passage de la fraction de plasma sur la resine. De 
cette facon I'etape chromatographique servira a 
('elimination efficace des agents deactivation. 

On a obtenu de bons resultats en utilisant ia 10 
technique deactivation par solvant-detergent, telle 
que decrite dans la demande de brevet europeen No 
0 131 740. 

Pour la preparation de Facteur VIII I'etape de 
chromatographie peut etre realisee sur toute frac- 15 
tion proteique le contenant, par exemple sur une 
fraction plasmatique cryoprecipitee prepurifiee qui a 
ete soumise a un traitement au gel d'alumine 
eventuellement suivi d'une precipitation a basse 
temperature, selon des methodes classiques de 20 
production de concentres de Facteur VIII, qui ont ete 
decrites dans ia demande de brevet europeen 
86.104297.6. 

L'activite specif ique du Facteur VIII :C dans !a 
fraction de depart peut etre aussi basse que 0,1 25 
Ul/mg. Le facteur de purification obtenu par une 
seule etape de chromatographie d'echange d'anions 
est selon I'invention de I'ordre de 400 a 700 fois. Le 
rendement de cette etape est compris entre 75 et 
900/0. 30 

Le concentre de Facteur VIII obtenu est de tres 
haute purete, son activite specifique etant super- 
ieure a 100 Ul/mg de proteines. II est depourvu de 
fibrinogene et d'immunoglobuiines G et il est 
nettement appauvri en fibronectine. Ce produit est 35 
depourvu ou ne contient que des doses infimes 
d'anticorps humains de groupe et est ainsi assimila- 
ble a un concentre de qualite isogroupe selon les 
normes preconisees par la Pharmacopee Euro- 
peenne, ceci meme en utilisant comme materiel 40 
d'origine un plasma non selectionne par groupe 
sanguin. II peut done etre tres avantageusement 
utilise en therapeutique et tout particulierement 
dans le traitement de I'hemophilie A qui necessite 
des injections couramment repetees. II peut egale- 45 
ment etre utilise comme reactif dans tout test ou 
analyse necessitant un Facteur VIII de tres haute 
purete. 

Les autres fractions separees par cette colonne 
de chromatographie sont egalement interessantes 50 
pour les proteines qu'elies contlennent, a savoir 
respectivement le fibrinogene, d'une part, qui est 
recupere dans le premier filtrat, et d'autre part la 
fibronectine et le facteur von Willebrand qui sont 
elues par ia premiere augmentation de la force 55 
ionique du tampon, 

Les exemples suivants illustrent {'invention sans 
toutefois en limiter ia portee. 

Exempie 1 60 

AJPrepurificatlon et inactivation virale 

On utilise comme materiau de depart un cryopre- 
cipite de plasma humain, remis en suspension dans 
une solution aqueuse d'heparine sodique (a 2 U/ml) 65 



et contenant du Facteur VIII a une activite specifique 
comprise entre 0.6 et 1.1 Ul/mg. 

Le pH de la suspension est ajuste a 7-7,1 avec de 
I'acide acetique 0.1 M. 

Cette suspension de cryoprecipite est soumise a 
une prepurificatlon par traitement au gel d'alumine et 
precipitation a froid. On ajoute a ia suspension de 
I'hydroxyde d'alumine (108 g d'AI(OH)3 a 2<>/o pour 
1kg de cryoprecipite) sous agitation pendant 5 
minutes a temperature ordinaire. On ajuste ie pH a 
6,5-6,6 avec de Tacide acetique 0.1 M puis on 
refroidit la suspension a 14-16° C, sous agitation. 
Des que la temperature vouiue est atteinte, on 
centrifuge a 14-16°C, on recupere le surnageant et 
on le sterilise par filtration. 

Cette solution prepurifiee est soumise a un 
traitement deactivation virale par solvant-deter- 
gent, en presence de Tween-TNBP, suivant la 
methode decrite dans la demande de brevet euro- 
peen n° 0 131 740. 

B) Separation chromatographique sur Fractogel 
TSK-DEAE 

On prepare une colonne de chromatographie avec 
de la resine Fractogel TSK-DEAE 650 (M) (Merck). 
On prevoit une quantite de 0,5 L de Fractogel par kg 
de cryoprecipite. La colonne est lavee par 5 volumes 
de solution de NaCI 0,1 M puis equilibree avec le 
tampon suivant ; 

citrate de sodium trisodique (2,94 g/l), chlorure de 
calcium (1mM), chlorure de sodium (0,11M), glyco- 
colle (9 g/l), et lysine (3 g/l). 

La solution de cryoprecipite prepurifiee decrite au 
paragraphe A) est injectee sur la colonne. 

Le filtrat et les eluats suivants sont recuperes et 
leur teneur en proteines est suivie par la mesure de 
I'absorption a 280 nm (notee ci-apres D.O.). 

Le premier filtrat montre un pic de proteines non 
adsorbees par la colonne qui correspond essentiei- 
lement au fibrinogene (voir exemple 3). 

Apres passage de ce pic, quand la D.O. est 
retombee a la iigne de base, on elue la colonne avec 
le meme tampon dont on augmente une premiere 
fois la force ionique par addition de NaCI, a une 
concentration finale de 0,15 M. Ce tampon desorbe 
un pic de proteines contenant la plus grande partie 
du facteur von Willebrand et de la fibronectine (voir 
exemple 4). 

Apres passage de ce pic, quand ia D.O. est 
retombee a la Iigne de base, on augmente une 
deuxieme fois la force ionique du tampon par 
addition de NaCI a la concentration finale de 0,25 M. 

Dans ces conditions le Facteur VIII s'elue a une 
concentration de i'ordre de 30 a 40 Ul/ml. 

Exempie 2 : Preparation du concentre de Facteur VIII 
La solution de Facteur VIII obtenue par ie procede 
chromatographique decrit dans I'exemple 1 est 
suffisamment pure et concentree pour etre directe- 
ment conditionnee en flacons et lyophilisee, sans 
etape supplemental d'ultrafiltration. 

La concentration peut eventuellement etre ajus- 
tee par dilution avec le m§me tampon dilution pour 
ajuster l'activite specifique par flacon selon des 
normes legales. 
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La composition moyenne des solutions recoltees 
est la suivante : 

Proteines (g/l) 0,16 - 0,25 

Facteur VIII:C(UI/ml) 30-45 
Activite specifique du 120 - 250 

Facteur VIII :C (Ul/mg) 

Fibrinogene (g/i) <0,1 
Facteur von 11-23 
Willebrand : Ag (U/ml) 

Facteur von 10-20 

Willebrand : RCO 

(U/mi) 

Facteur VIII :Ag (U/ml) 35-60 
IgG (mg/ml) < 0,011 

(Nephelemetrie) 

Anticorps anti-A 0 - 2 

natureis et immuns 

Fibronectine (mg/l) 15-40 

Apres lyophiiisation, la solubilite du produit est 
instantanee et le produit est llmpide. Le taux de 
Facteur VIII :C est stable sur 24 heures a tempera- 
ture ambiante. 

Les injections sur Phomme indlquent une recupe- 
ration du Facteur VIILC comparable a celle obtenue 
avec les produits de moindre purete. De meme la 
demi-duree de vie est equivalente a celle des autres 
produits, 

Ce concentre s'avere etre un produit de tres 
haute valeur therapeutique, particulierement adapte 
aux injections repetees necessaires dans le traite- 
ment de Phemophilie A. 

Exemple 3 : Purification d'un concentre de 
fibrinogene 

Le premier filtrat de la chromatographic sur 
DEAE-Fractogel decrit dans Pexemple 1 contient 
principalement du fibrinogene mais aussi de I'albu- 
mine, des Immunoglobulines et les agents deacti- 
vation virale (Tween et TNBP). 

Le fibrinogene est purifie a partir de cette soiution 
par une nouvelle etape de chromatographie sur 
colonne de resine d'heparine-sepharose. 

Cette chromatographie est effectuee dans le 
meme tampon que la precedente, ajuste a 0,06 M en 
NaCI, ce qui permet d'eviter une dialyse entre les 
deux chromatographies. 

Le filtrat de la premiere chromatographie est dllue 
pour obtenir une osmolarite de 280 mosM a un pH 
de 6,5 avant d'etre injecte sur ia deuxieme colonne. 
On retrouve dans le second filtrat, Palbumine, les 
immunoglobulines, le Tween et le TNBP. Le fibrino- 
gene est adsorbe sur la colonne. 

Quand la D.O. du filtrat est retombee au niveau de 
base, on elue la colonne avec le meme tampon apres 
avoir augmente sa force ionique par addition de 
NaCI a une concentration finale de 0,16 M. 

La fraction de fibrinogene recueillie est ensuite 
concentree et dialysee sur un systeme de cassette. 
Le produit concentre est reparti en flacons et 
lyophilise. 

Ce fibrinogene coricentrS repond aux normes de 
qualite fixee par la Pharmacopee europeenne. 



En outre ii peut servir de substrat pour la 
preparation de colle biologlque selon la demande de 
brevet europeenne n°88.401961.3 

Exemple 4 : Preparation de concentre de facteur von 
Willebrand 

La fraction elu6e de la chromatographie sur 
DEAE-Fractogel en presence de 0,15 M de NaCI, 
decrite dans I'exemple 1, est fort enrichie en facteur 
von Willebrand et en fibronectine. Elle renferme 
encore du Tween et du TNBP. 

Cette fraction est dilute pour amener son osmola- 
rite a 385-390 mosM avec le tampon de base de 
chromatographie (citrate trisodique, chlorure de 
calcium, lysine, glycine, pH 7, osmolarite 18 mosM). 

Elle est ensuite injectee sur une deuxieme 
colonne de DEAE-Fractogel, equilibree avec le 
m§me tampon que prec6demment et contenant du 
NaCI a une concentration finale de 0,11 M, ajuste a 
pH 7 et 387 mosM. 

Dans ces conditions on assure une tres bonne 
elimination du Tween et du TNBP. 

La soiution de depart etant deja tres concentree 
en facteur von Willebrand, la fixation de celui-ci sur 
la colonne est nettement plus grande qu'au cours du 
passage sur la premiere colonne. La capacite de 
fixation de la colonne est d'au moins 160 U Ag/ml 
(unite d'antigene de facteur von Willebrand) ou de 
100 U RCO/ml (unites de cofacteur de ristocetine). 

L'elution de la fraction contenant le facteur von 
Willebrand s'effectue par addition au tampon de 
NaCI a une concentration finale de 0,15 M. 

La solution de facteur von Willebrand eluee est 
suffisamment concentree pour ne pas necessiter 
d'ultrafiltration supplemental ; elle est repartie en 
flacons et lyophilisee. 

Le concentre obtenu est de tres haute purete et 
presente une activite specifique superieure a 100 U 
RCO/mg. II contient encore de la fibronectine mais 
celle-ci ne nuit pas a son activite. 

Exemple 5 : Preparation d'un concentre de 
fibronectine 

On peut egalement preparer un concentre de 
fibronectine a partir du mime eluat de depart que 
dans Pexemple 4. 

On peut en effet separer le facteur von Willebrand 
et la fibronectine sur la base de leur difference de 
poids moleculaires. Par tamisage moleculaire sur 
colonne de Sephacryl S-400 (R) (Pharmacia) par 
exemple, on separe une premiere fraction de haut 
poids moleculaire qui contient le facteur von 
Willebrand et ensuite une fraction qui contient la 
fibronectine qui peut etre directement conditionnee 
et lyophiIls6e. 



Revendications 

1 - Proc6de de separation de proteines du 
plasma humain ou animal, caracterise en ce 
qu'on soumet une fraction solubilisee d'un 
cryoprecipite de plasma a une etape unique de 
chromatographie sur une resine echangeuse 
d'anions de caractere ionique modere, permet- 
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tant la retention de molecules de tres grande 
taiile et favorisant la mise en jeu d'interactions 
hydrophobes, et on recupere selectivement 
chacune des proteines par augmentation de la 
force ionique du tampon d'elution. 

2 - Procede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que la fraction de depart est un 
cryoprecipite de plasma qui contlent du Facteur 
VIII, du facteur von Willebrand, du fibrogene et 
de la fibronectine. 

3 - Procede selon la revendication 2, caracte- 
rise en ce que I'activite specifique du Facteur 
VIII :C dans la fraction de depart est superieure 
ou egalea0,1 Ul/mg. 

4 - Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la 
fraction de depart a subi un traitement de 
prepurification comprenant : 

- un traitement a I'hydroxyde d'aluminium 

- un refroidissement a 14-16° C, 

- une centrifugation et la recuperation du 
surnageant. 

5 -Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
comporte les etapes suivantes : 

a) on fait passer la fraction solubilisee de 
cryoprecipite sur une resine comportant 
des groupements DEAE greffes sur un gel 
de type polymere vinylique, qui adsorbe le 
Facteur VIII, une grande partie du facteur 
von Willebrand et la fibronectine et laisse 
passer dans I'eluat le fibrinogene, 

b) on augmente une premiere fois la 
force ionique du tampon pour eluer la 
fibronectine et une grande partie du fac- 
teur von Willebrand, et 

c) on augmente encore la force ionique 
du tampon pour eluer le Facteur VIII. 

6 - Proced6 selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que le tampon contient de la lysine et 
du glycocolle. 

7 - Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que le tampon contient 2 a 4 g/l de 
lysine et 8 a 1 1 g/l de glycocolle. 

8 - Procede selon Tune quelconque des 
revendications 5 a 7 ,caracterise en ce qu'on 
augmente la force ionique du tampon a I'aide de 
chlorure de sodium. 

9 - Procede selon la revendication 8, caracte- 
ris6 en ce que ia concentration en chlorure de 
sodium est de 0,1 1 M pour I'etape a), de 0,15 M 
pour Tetape b) et de 0,25 M pour I'etape c). 

10 - Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9,caracterise en ce qu'on 
effectue un traitement d'inactivation virale en 
presence d'agents chimiques d'inactivation sur 
la fraction de plasma juste avant de la soumet- 
tre a I'etape de separation chromatographique. 

11 - Concentre de Facteur VIII de qualite 
assimilable a celle d'un concentre isogroupe, 
d'activite specifique superieure a 100 Ul/mg, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par un 
procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 2 a 10. 

12 - Concentre de fibrinogene caracterise en 



ce qu il consiste en i'eluat de I'etape a) du 
procede selon la revendication 5, purifie par 
une etape supplementaire de chromatographie 
sur resine d'heparine-sepharose. 

5 13 -Concentre de facteur von Willebrand 

caracterise en ce qu'il consiste en I'eluat de 
I'etape b) du procede selon la revendication 5, 
purifie par une etape supplementaire de chro- 
matographie sur la meme resine que I'etape a) 

10 et elution par le meme tampon ajuste a 0.15 M 

en NaCI. 

14 -Concentre de fibronectine caracterise 
en ce qu'il consiste en I'eluat de I'etape b) du 
procede selon la revendication 5, purifie par 
15 une etape supplementaire de tamisage molecu- 

laire. 
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